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@ Verfahren zum Nachweis von Polynukleotiden 

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von 
Polynukleotiden auf einem Trager, wobei der Trager eine 
Vielzahl von separaten Nachweisbereichen mit jeweils 
unterschied lichen Polynukleotiden enthalt. Die Polynu- 
kleotide in den Nachweisbereichen liegen - I'm Gegensatz 
zu bekannten DNA-Chip-Testformaten - in einer nicht an 
den Trager gebundenen Form vor. Weiterhin wird eine 
Vorrichtung zur Durchfiihrung des Verfahrens offenbart. 
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Beschreibung 

(00011 Die Erfindung beirifft ein Verfahren zum Nachweis 
von Polynukleoliden auf einem Trager, wobei der Trager 
eine Vielzahl yon separaien>Nacbweisbereichen mil jcweils 
unterschiedlichen Polynukleoliden enihali.'-Die Polynukleo- 
lide in den Nachweisbereichen liegen - im Gegensatz zu be- 
kannlen DNA-Chip-Teslfonualen - in einer nichl an den 
Trager gebundenen Fonn vor. Weilerhin wird eine Vorrich- 
lung zur Durchfuhrung des Verfahrens oflenbarl. 
[0002] Die Verwendung sogenannler DNA-Chips zur Be- 
stinimung von Polynukleoliden ist bekannt (sichc z. B. cu- 
ropaischc Palcnlc EP 0 373 203 und 0 619 321). DNA- 
Chips des Standes der Technik enthallen eine Vielzahl sepa- 
rator Nachwcisbcrcichc auf der Obcrllachc cincs 'iVagcrs, 
die jeweils unterschiedliche Polynukleotide in einer Irager- 
gebundenen Forni enlhalten. Fjn Nachteil dieser DNA- 
Chips besleht jedoch darin, dass sich die Reaktiviiai der auf 
dem Trager immobilisierten Polynukleotide signifikanl von 
der Reaktiviiat freier Polynukleotide, wie sie in biologi- 
schen Systeinen vorliegen, unterscheidet. Dies fuhrt zu 
grundsatzlichen Problemen bei der Auswenung von Ilybri- 
disierungsexperimenlen unter Ver%vendung gangiger DNA- 
Chips. 

[0003] Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende 
Aufgabc besland darin, ncue Verfahren zur Besliiiiiiiung von 
Polynukleoliden bereiizustellen, die einerseits eine ver- 
glcichbarc Hftizicnz wic gangigc DNA-Chips aufwciscn, 
bci dcncn abcr andcrcrsciis die mil der Verwendung inimo- 
bilisicrtcr Polynukleotide auflrctendcn Nachtcilc bcscitigl 
sind. 

[0004] Diese Aufgabe wird getosi durch ein Verfahren zur 
Bestininiung von Polynukleoliden, umlassend die Schrille: 

(i) Bereifsiellen eines Tragers, der mehrere separate 
Nachweisbereiche enthalt, in denen sich jeweils ein 
Polynukleotid befindet, wobei das Polynukleotid in ei- 
ner nichl an den Trager gebundenen Fonn vorliegl, 

(ii) Inkoniaktbringen der in den Nachweisbereichen 
befindlichen Polvnukleolide mil Nachweissonden, wo- 
bei in einzelncn Nachweisbereichen jeweils verschie- 
dene Kombinaiionen von Polynukleotid und Naeh- 
weissonde vorhanden sind, und 

(iii) Bcstimnicn einer Hybridisierung der Polynukleo- 
tide mil den Nachweissondcn. 

[0005] Fin wcscnilichcr Vorleil des crfindungsgcmaBcn 
Verfahrens besteht darin, dass die Hybridisierung der zu un- 
tersuchenden Polynukleotide mil Nachweissonden in sehr 
geringen Messvolumina und bei sehr geringen Konzentra- 
tionen der Reaklionspartner durchgefiihrl werden kann. 
Hierzu wird vorzugsweise das ini europaischen Patent 
0 679 251 beschriebene Verfahren der Huoreszenz-Korrela- 
lionsspekiroskopie (FCS) oder ein anderes fluoreszenzspek- 
troskopisches Verfahren mil ausreichender Sensilivilat ver- 
wendet. Dies FCS uinfasst vorzugsweise die Messung von 
einem oder wcnigen ProbenmolekLilen in einem Messvolu- 
men, wobei die Konzenlralion der zu besiimrnenden Mole- 
kulc < lO'^mol/l bclragl und das Mcssvolunicn vorzugs- 
weise < 10"''' 1 ist. Die Fluorcszcnz-Korrclaiionsspcktro- 
skopic umfassl die Bcstiminung stotTspczitischcr Parameter, 
die durch Lumincszenzmcssungcn an den zu bcslimmcndcn 
Molekiilen erminelt werden. Bei diesen Paramelem kann es 
sich um TranslationsdilTusionskoetTizienlen, Roiationsdit- 
fusionskocffizicnlen oder/und um die H.xzitationswellen- 
lange, die Fmissionswellenlange oder/und die Febensdauer 
eines angeregten Zusiandes eines lumineszierenden Subsli- 
tuenten oder die Koinbination dieser McssgroBen handeln. 
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Auf Hinz^lheilen zur Verfahrensdurchfuhrung und appara- 
live Details zu den fiir das Verfahren verwendelen Vorrich- 
tungen wird auf die Offenbarung des europaischen Patents 
0 679 25 1 verwiesen. 
5 [0006] Aliemaiiv kann auch eine Fluoreszcnzabklingmes- 
sung durchgefiihrl werden, wobei man die Relaxaiionszeil 
der Fluoreszenzmarkierung besliinmu oder das Aufureten 
von Energieiransfer- oder Quench vorgangen beslininil wer- 
den. 

10 [0007] Die in den Nachweisbereichen des Tragers ange- 
ordnelen Polynukleotide sind vorzugsweise Nukleinsauren 
wic DNA Oder RNA, wobei DNA-Polynuklcolide beson- 
ders bcvorzugl sind. Andererseits konnen als Polynukleo- 
tide auch Nukleinsaureanaloga, wie eiwa Pepiidnukleinsiiu- 

15 ren (PNA), cingcsclzt werden. Die Polynukleotide konnen 
einerseifj; aus nalurlichen Quelien sianimen, z. B. aus Gen- 
oder cDNA-Bibliotheken, und Gene, cDNA-Molekiile oder 
Fragmente davon sein, andererseits kann es sich jedoch auch 
um synthelisch erzeugte, z. B. kombinatorische Polynukleo- 

20 tidsequenzen handeln. Die Polynukleotide liegen in einer 
Form vor, die unter den Bedingungen des Nachweisverfah- 
rens mil einer koinplementaren Nachweissonde hybridisie- 
ren kann. Vorzugsweise liegen die Polynukleotide in einzel- 
sirangiger Fonn vor. 

25 [0008] Der Trager enthalt bevorzugt mehrere Nachweis- 
bereiche, in denen sich jeweils ein Polynukleotid mil unter- 
schiedlicher Sequenz befindet. Es isl jedoch auch moglich, 
eincn Trager mit inchrcrcn Nachweisbereichen zu verwcn- 
dcn, die Jeweils ein Polynukleotid mil glcichcr Sequenz ent- 

30 haltcn. In diesem Fallc inuss fiir jcdcn dieser Nachweisbe- 
reiche cine andcrc Nachweissonde cingcsclzt werden. Die 
Lange der Polynukleotide in den Nachweisbereichen betragt 
vorzugsweise mindesiens 10 Nukleotide bis zu mehreren 
tausend Nukleotiden. 

35 [0009] Die zur Untersuchung einer Hybridisierung mit 
den in den Nachweisbereichen befindlichen Polynukleoli- 
den verwendelen Nachweissonden konnen - ebenso wie die 
Polynukleotide selbst - aus nalurlichen oder synthetischen 
Quelien stammen. Die Nachweissonden iragen vorzugs- 

40 weise eine oder mehrere Markierungsgruppen, diese Mar- 
kierungsgruppen konnen wahrend der Synthese der Nach- 
weissonden (insbesondere bei chemischer Syn these oder bei 
Amplifikalion) oder auch im Anschluss an die Synlhese der 
Nachweissonden (z. B. durch enzymatischc Anfiigung am 

45 5'- oder 3'-Ende) cingcfuhrt werden. So konnen markicrle 
Nachweissonden z. B. durch reverse Iranskription von 
RNA-Molckiilen, z. B. von mRNA-MoIckiilcn unicr Ver- 
wendung markierter Primer, oder durch enzymalische Pri- 
merextension unter Verwendung markierter Nukleolidbau- 

50 steine erzeugt werden. 

1001 0] Tn einer besonders bevorzugten Austuhrungsfomi 
der Erfindung werden Polynukleotide verwendet, die an ei- 
nen Mikropartikel gekoppelt sind. Dieser Mikropartikel hat 
cine GroBe, die ausreichl, um die Diffusionsgeschwindig- 

.55 keit eines daran gekoppellen Polynukleotids zu verlangsa- 
men. Andererseits isl der Mikropartikel aber auch ausrei- 
chend klein genug, um sicherzustellen, dass das daran ge- 
koppehe Polynukleotid in seinem Reaklionsverhalten im 
Wcscntlichcn einem "frcicn", nichl abcr eincn "immobili- 

60 sicrlcn" Polynukleotid cntsprichi. Die GroBc der Mikropar- 
tikel isl vorzugsweise < 1 pm, besonders bcvorzugl 10 nm 
bis 500 nm. Bei den Mikroparlikcln kann cs sich um Lalcx- 
pariikel z. B. aus Polyslyrol oder anderen Polymeren, Me- 
tal 1 sol parti ke I, Silika-, Quarz- oder Glaspartikel handeln. 

65 Die Bindung von Polynukleoliden an Mikropartikel kann 
durch kovalenie oder nicht.-kovalenie Wech.selwirkungen er- 
folgcn. Beispielsweise kann die Bindung der Polynukleotide 
an den Mikropartikel durch hochaffine Wechselwirkungen 
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zwischen den Parlnem eines sj^zifischen Bindcpaares, z. B. 
Biotin/Sireptavidin oder Avidin, Haplen/Ami-Hapien-Anti- 
korper, Zucker/I^ctin eic. vermittelt werden. So konnen 
biotinylierte Polynukleotide an Sireptavidin-beschichieie 
Mikropanikel' gekoppell^ werden. Allemativ konnen auch 5 
die Polynukleotide adsoipiiv an l^ikehgebunden werden. 
So kann eine Bindung von durch Einbau von Alkanthiol- 
gruppcn iiiodifi^icnen Polynukleotiden an Melallparlikel, 
z. B. Goldpariikel, erfolgen. Noch eine weilere Aliemalive 
ist die kovalente Iniinobilisierung, wobei die Bindung der 10 
Polynukleotide iiber reakiive Silangruppen auf einer Silika- 
obcrflachc vermittelt werden kann. Gcgcbcncnfalls konnen 
altcmativ oder zusalzlich auch an Mikroparlikcl gckoppclic 
Nachweissonden eingeseizi werden, 

10011] Eine wcilcrc Moglichkcil bcstchl darin, die Poly- 15 
nukleotide b/w, Nachweissonden durch iragergebundene 
Synthese am Parti kel unter Verwendung bekannier Feslpha- 
sensynthesemethoden herzustellen. 

[00121 An einen Mikropanikel kann ein einziger Polynu- 
kleotidslrang gebunden werden. Es konnen jedoch auch 20 
mehrere, z. B. bis zu mehreren lausend Polynukleolid- 
strange an einen Partikel gebunden werden. Die Bindung er- 
folgt vorzugsweise uber den 5'- oder den 3'- Terminus des 
Polynukleolidslrangs. 

[0013] Fur das crfindungsgemaBe Verfahren wird ein Tra- 25 
ger mil mehreren, vorzugsweise mil einer Vielzahl von 10^ 
oder mehr separaien Nachweisbereichen verwendel. Die 
Nachwcisberciche sind so ausgcstalici, dass sic cine Hybri- 
disicrung dcs Polynuklcolids mil dcr Nachwcissondc in Lo- 
sung cniiogliciicn. Vorzugsweise handcll cs sich bci den 30 
Nachweisbereichen um Vcrticfungcn in dcr Tragcrobcrfla- 
che, wobei diese Veriiefungen grundsiilzlich eine beliebige 
Form autAveisen konnen, z. B. kreisfomiig, quadralisch, rau- 
lenformig etc. Vorzugsweise enthallen die Nachweisberei- 
che ein Volumen von < 10~^ 1 und besonders bevorzugi von 35 
< 10~^ 1. Der Triiger enthah vorzugsweise 10"-^ 1 oder mehr, 
besonders bevorzugi 10^ 1 oder mehr separate Nachweisbe- 
reiche. 

[0014] Bevorzugi e Konzenlraiionen der zu besiimmenden 
Polynukleotide in den Nachweisbereichen sind < 40 
10"^ mol/1, besonders bevorzugi 10~'^ bis 10"'"* mol/1, wah- 
rend die Nachweissonden in einer Konzeniralion von vor- 
zugsweise < 10^^ mol/1, besonders bevorzugi 10^ mol/1 bis 
10"^' mol/1 angcbotcn werden. 

10015] Fiir das crfindungsgemaBe Verfahren werden vor- 45 
zugswcisc markicric Nachweissonden vcrwcndct, wobei 
durch Lumincszenzmcssungcn nachwcisbarc Markicrun- 
gen, insbesondere durch Fluoreszenzmessung nachweisbare 
Markierungen bevorzugi sind. Wenn die in einem Nach- 
weisbereich verwendete Nachweissonde mil dem dort be- 50 
findiichen Polynukleolid hybridisiert, findei aut'grund dieser 
Hybridisierung eine nachweisbare Anderung eines sioffspe- 
zifischen Parameters slait. Diese nachweisbare Anderung 
kann durch Fluoreszenzmessung gemessen werden. So er- 
folgl beispielsweise bei Hybridisierung von Nachweissonde 55 
und Polynukleolid eine nachweisbare Mobil it aisverringe- 
rung des Hybrids gegenuber den Ausgangskomponenien. 
Allemativ oder zusalzlich kann auch das Auflrelen von 
Quench- oder Hncrgictransfcrvorgangen bci der Hybridisie- 
rung nachgcwicsen werden. Solchc E ncrg ic Iran s fervor- 60 
gangc Irclcn beispielsweise bci Verwendung mchrcrcr vcr- 
schicdcncr markicrlcr Sondcn bzw. markicrter Polynukleo- 
lide und markierter Sonden auf. 

[0016] Beispielsweise kann die Deteklion millels konfo- 
kaler Einzelmolekuldeteklion wie elwa durch Fluoreszenz- 65 
Korrelalionsspekiroskopie gemaR EP 0 679 251 erfolgen, 
bei der ein sehr kleines, vorzugsweise ein konfokales Volu- 
menelemeni, beispielsweise 0,1 x 10"*^ bis 20 x 10"^^ 1 dem 
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Anregungslichi. eines Lasers ausgesetzt. wird, das die in die- 
sem Messvolumen befindtichen fluoresz^nzniarkierten 
Nachweissonden zur Emission von Fluoreszenzlicht anregi, 
wobei das emittierte Ruoreszenzlicht mittels eines Fotode- 
tektors gemessen wird und cine Korrelation zwischen der 
zeitlichen Veranderung der gemessenen Emission und der 
Mobilitat der Fluoreszenzmarkierungsgruppe bestimmt 
werden kann. Die konfokale Einzelrnolekulbesiiinnmng ist 
weiierhin bei Rigler und Mels (Soc. Photo-Opt. Instruiii. 
Eng. 1921 (1993), 239 nr.) und Mels und Rigler (J. Fluoresc. 
4 (1994), 259-264) beschrieben. 

[0017] Alternativ bzw. zusalzlich kann die Deteklion auch 
durch cine zcitaufgclostc Abklingmcssung, cin sogcnanntes 
Time Gating erfolgen, wie beispielsweise von Rigler ei al. 
Picosecond Single Photon Fluorescence Spectroscopy of 
Nucleic Acids, in: "Ultrafast Phenomena", D. H. Auston ed. 
Springer 1984, beschrieben. Dabei erfolgidie Anregung der 
Fluoreszenzmolekiile innerhalb eines Messvolumens und 
anschlieBend - vorzugsweise in einem zeitlichen Abstand 
von > lOOps - das Offnen eines Detektionsintervalls am 
Fotodetekior Auf diese Weise konnen durch Ramaneffekte 
erzeugte Hintergrundsignale ausreichend gering gehalten 
werden, um eine im Wesentlichen storungsfreie Deteklion 
zu ermoglichen. Das Timegating ist besonders zur Messung 
von Quench- oder Energietransfervorgangen geeignet. 
[0018] In einer bevorzuglen Ausfiihrungsfonii des Verfah- 
rens kann die Beslirnmung auch die Messung eines kreuz- 
korrclicrtcn Signals umfasscn, das von einem mindcstcns 2 
untcrschicdiichc Markierungen, insbesondere Fluorcszenz- 
markicrungen, enlhallenden Sonden-Polynukleoiidkomplcx 
siamml, wobei mehrere unlerschiedlich markicrte Sondcn 
oder/und Polynukleotide mil jeweils unlerschiedlichen Mar- 
kierungen eingeseizi werden konnen. Diese Kreuzkorrelali- 
onsbeslimmung ist beispielsweise bei vSchwille el. al. (Bio- 
phys.J. 72 (1 997), 1 878-1 886) und Rigler ei. aL (J. Biotech^ 
nol. 63 (1998), 97-109) beschrieben. 

10019] Der fiir das Verfahren verwendete Trager soUte so 
ausgeslaltei sein, dass er eine optische Deteklion in den 
Nachweisbereichen ennoglichl. Vorzugsweise wird daher 
ein zumindesl in den Nachweisbereichen oplisch Iranspa- 
renler Trager verwendel. Der Trager kann dabei entweder 
vollstandig oplisch transparent sein oder eine oplisch Lrans- 
parente Basis und eine oplisch undurchlassige Deckschicht 
mil Aussparungcn in den Nachweisbereichen enthallen. Ge- 
eignclc Matcrialicn fiir Trager sind beispielsweise Vcr- 
bundsiofftragcr aus Mciall (z. B. Silicium fiir die Deck- 
schicht) und Glas (fiir die Basis). Dcrartigc Trager konnen 
beispielsweise durch Aut^ringen einer Metal Ischicht mil 
vorgegebenen Aussparungen l^iir die Nachweisbereiche auf 
das Glas erzeugt werden. Allemativ konnen PI astik trager, 
z. B. aus Polysiyrol oder Polymeren auf Acrylat- oder Me- 
ihacrylatbasis eingeseizi werden. 

[0020] Ein weiierer (jegensland der Erfindung ist eine 
Vorrichtung zur Beslirnmung von Polynukleotiden umfas- 
send einen Trager, der mehrere separate Nachweisbereiche 
enthalt, in denen sich jeweils ein Polynukleotid befindel, 
wobei das Polynukleolid in einer nichl an den Trager gebun- 
denen Form vorliegl. Die Vorrichtung kann durch Aufbrin- 
gcn dcr Polynukleotide in die Nachweisbereiche dcs iragers 
in Form einer Losung, vorzugsweise einer wassrigen L6- 
sung, und anschlicBcndes Eintrockncn hcrgcstclli werden. 
Die auf diese Wcise erzeugte Vorrichtung ist fiir langc Zeit, 
z. B. mehrere Monate, stabil. 

10021] Noch ein weiierer Gegenstand der Brfindung ist ein 
Reagenzienkii zur Beslirnmung von Polynukleotiden, um- 
fa.s.send eine crfindungsgemaBe Vorrichtung und (a) einen 
Satz markierter Nachweissonden oder (b) Mittel zur Her- 
stellung eines Satzes markierter Nachweissonden, z. B. mar- 
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kierte Primer oder niarkierte (Deoxy)rilw>nukleosidtriphos- 
phate, sowie gegebenenfalls Hnzyine 7.ur Herstellung geeig- 
neter Nachweissonden. 

10022] Das erfindungsgemaBe Verfahren kann beispiels- 
weise fiir die funktionelte Genomik und zur Transkriptom- 5 
analyse eingesetzt werde^ .^^ ' . ^ . ^ 

[0023] Weiiefhin soil di^Vbrliegendb^ lMndung d die 
nachfolgenden Figurcn und Beispiele erlaulert werden. Es 
zeigen: 

[0024] Fig. 1 die scheiiiatische IDarslellung eines zur 10 
Durchfuhrung des ernndungsgeinaBen Verfahrens geeigne- 
icn 'Jragcrs (2) mil cincr Viclzahl von in Form von Vcrtic- 
fungcn auf dcni Tragcr ausgcbildctcn Nachwcisbcrcichcn 
(4). Kin Trager mil einer Flache von 1 bis 2 cm^ kann bei- 
spiclswcisc bis zu lO"* Vcriicfungcn cnthallcn. 15 
[0025] Fig. 2 einen Querschnili durch einen erfindungsge- 
maBen Trager. Der Trager enthalt eine Basis (6), vorzugs- 
weise aus einem oplisch transparenlen Material wie Glas, 
und eine Deckschicht (8) mit Aussparungen, z. B. aus Sili- 
cium. Es sind zwei Nachweisbereiche (4a, 4b) gezeigt, die 20 
jeweils ein an einen Mikropartikel gekoppeltes Polynukleo- 
tid (10a, 10b) und cine Nachweissonde (12a, 12b) enlhalten. 
Im Nachweisbereich (4a) findei eine Hybridisierung des Po- 
lynukleolids (lOa) mil der Nachweissonde (12a) stall, wah- 
rend im Nachweisbereich (4b) keine Hybridisierung zwi- 25 
schen dem Polynukleolid (10b) und der Nachweissonde 
(12b) erfolgt. Der Nachweis einer Hybridisierung zwischen 
Mikropartikcl-gckoppcllcm Polynukicotid (10a) und mar- 
kicrtcr Nachweissonde (12a) kann durch Untcrsuchung von 
Einzclniolckulcn crfolgcn. 30 
|0026J Fur den Nachweis kann cine vorzugswcise untcr 
der Tragerbasis angeordnete Detektionsvorrichiung (14) 
eingeselzl werden. Die Deleklionsvorrichiung (14) kann ei- 
nen Laser und einen Deiektor enrhalien. Vorzugsweise wird 
eine T.aser-Detektonnalrix beslehend aus einer Punklmatrix 35 
von Laserpunkten erzeugt durch eine Diffraklionsopiik oder 
einen Quanten-Well-Laser sowie einer Deiektonnatrix er- 
zeugt durch fasergekoppelie einzelne Avalanche-Fotodio- 
dendetektoren oder eine Aval anche-Foiodioden matrix ver- 
wendel. Allemaliv kann auch eine eleklronische Deiektor- 40 
matrix, z. B. eine CCD-Kaniera eingesetzt werden. 

Bei spiel 

[0027J In cincr Matrix von m x n Mikrovcrticfungcn auf 45 
einem oder mchrcrcn 'Jragcr(n) wird cine Bibliothck von 4° 
untcrschicdlichcn Nuklcolidscqucnzcn der Langc ni er- 
zeugt, wobei jede Sequenz in einen separaten Nachweishe- 
reich transferiert wird. Die Nukleolidsequenzen enthalien an 
ihrem 5'-Ende eine Biotingruppe und werden an Streptavi- 50 
din-beschichtete Mikropartikel gekoppelt. 
[00281 Fine mRNA- oder cDNA-Bibliothek wird durch 
enzymatische Reaktion, z. B. mil leniiinaler Transferase 
oder Ligase am 3'- und/oder 5'-Ende mit fluoreszenzmar- 
kierten Nukleotiden versehen. Die markierien Nukleolide 55 
werden in die Vertiefungen des Tragers pipcitiert. 
[0029] Eine spezifische Hybridisierung zwischen Polynu- 
kleolid und markierler Nachweissonde erfolgl durch Ana- 
lyse der Translalionsbcwcgung untcr Vcrwcndung konfoka- 
Icr Einzchiiolckul analyse. Der Nachweis erfolgt durch eine 60 
Laser- Dctckiormatrix. 

PaientanspriJche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Polynukleoiiden, 65 

umfassend die Schritte: 

(i) Bereitsiellen eines Tragers, der mehrere sepa- 
rate Nachweisbereiche enlhali, in denen sich je- 
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weils ein Polynukleolid befindei, wobei das Poly- 
nukleolid in einer nichi an den Trager gehundenen 
Form vorliegt, 

(ii) Inkontaktbringen der in den Nachweisberei- 
chen befindlichen Polynukleolide mit Nachweiss- 
onden, wobei in einzelnen Nachweisbereichen je- 
weils verschiedcne Xombinalionen von Polynu- 
kleolid und Nachweissonde vorhanden sind, und 

(iii) Besliiniiien einer Hybridisierung der Polynu- 
kleolide mil den Nachweissonden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net, dass man ein Polynukleolid vcrwcndct, das an ei- 
nen Mikroparlikcl gekoppelt ist, 

3. Vert-ahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zcichncl, dass die Konzcnlration der Polynukleolide in 
den Nachweisbereichen < 10"^ mol/I beiragt. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Nachweisbereiche ein 
Volumen von jeweils < 10"^ 1 oder weniger aufweisen. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnel, dass der Trager < 10^ Oder 
mehr separate Nachweisbereiche enthalt. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnel, dass man eine niarkierte Nach- 
weissonde verwendei. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnel, dass man eine fluoreszenzmar- 
kicrtc Nachweissonde vcrwcndct. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Bestimmung durch 
konfokalc Einzclmolcktildclcklion, z. B. durch Fluo- 
reszenzkorrelalionsspektroskopie oder/und durch zeil- 
aufgeloste Abklingmessung erfolgt. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Bestimmung eine Un- 
tcrsuchung der Mobilitat von Polynukleolid oder/und 
Nachweissonde umfassl. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Bestimmung eine Un- 
tcrsuchung des Auflrelens von Quench- oder Energie- 
transfervorgangen umfassl. 

IL Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnel, dass die Beslinnnung die Mes- 
sung cincs krcuzkorrcliertcn Signals umfasst, das von 
einem, mindcstcns 2 unterschiedlichc Markierungen, 
insbcsondcrc Huorcszcnzmarkierungcn, enlhaltcndcn 
Sondcn-Polynukleotidkoniplcx stammt. 

12. Verf^ahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11 , da- 
durch gekennzeichnel, dass man einen zumindest in 
den Nachweisbereichen oplisch transparenlen Trager 
verwendet. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnel, dass der Trager eine oplisch 
iransparenie Basis und eine oplisch undurchlassige 
Deckschicht mil Aussparungen in den Nachweisberei- 
chen enthalt. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnel, dass man einen Melall/Glas- 
Tragcr oder einen Plasliktragcr verwcndcl. 

15. Vorrichiung zur Bestimmung von Polynukleoii- 
den, umfassend: 

einen iVager, der nichrcrc separate Nachweisbereiche 
enthah, in denen sich jeweils ein Polynukleolid befin- 
del, wobei das Polynukleolid in einer nichl an den Tra- 
ger gebundenen Fonn vorliegt. 

16. Reagenzienkil zur Bestimmung von Polynukleoii- 
den, umfassend eine Vorrichiung nach Anspruch 15 
und (a) einen Saiz markierler Nachweissonden oder (b) 
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Mittel zur Herstellung eines Satzes niarkierier Nach- 
weissonden. 

17. Verwendung der Vorrichlung nach Anspruch 15 
Oder eines Reagenzienkits nach Anspruch 16 in einem 
Verfahren nach eineni der Anspriiche 1 bis 14. 5 
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